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ナイアシン微生物定量法の迅速化
宮本悌次郎，安喜秀己.1占旧玲1'-
Rapid Microbioassay of Niacin 
TEUIRO MIY AMOTO， HIDEMI AKI and RElKO T ANADA 
緒 ロー
ナイアゾン定量法にはKonig反応を利用した比色法1)
高速液体クロマトグラフ法制J微生物定量法心等いく つ
かの}j法がある。乙のうち比色法は臭化シアンを使うの
て衛生上の問題があり ，高速液体クロマトグラフィーは
天然物については検討中の段階で，微生物定民法か最も
広くJTj，、られている。四訂日本食品標準成分表9でも特
澗劫最も郎、乙とから.Lαctc胞のllusplantαrumを用
いる微生物定益法によっている。
微生物定常法は培iH:時間がかかるので，ζれを迅速
化するために樋極の試みがなされている。ナイアシンに
ついてはMatsunagaらゆが同定化乳駿菌を用いる方法を
報告してL唱。-x:者の l人はLactobacilluscα.se~を用い
る葉酸微生物定量法のli培養と本!1:1伎の中聞に£一酸を制
限した培地で中間培養をし，その対数期の薗を大f立後種
するζとにより，本I音長時間を3-4h ICまで短縮した!)
乙れに引続いてナイアシン世主物定益法の迅速化を試み，
培養時間を通常法の18-24hから3-4h程度にまで短縮
できる結果を得たので報告する。
実験材料と方法
1使用菌株:LαctobacillusplαntαrumATCC8014を
用いた。
2 試薬:ニコチン酸，ニコチンアミ ド， βピコリン，
TTC C2.3.5-TriphenyltetrazoJium chloride)は初光
事住葉のものを.NAD.ニコチヌノレ酸.N1ーメチノレニコチ
ンアミド，トリゴ不リンはSigma社のものを用いた。
3 借地:保存局地.t妥種用培地は日7l<製薬の一般乳
酸菌用のものを用いた。微生物定量の)~礎培地は検討の
結果.特記しない限り通常法，出丞法ともに行井らのJtil
t音地めをもとにし，乙れからシステインとアスバラギン
( 1 ) 
を除き .Lシスチンを2f号波度沼地100mlと当り20mg1]日え，
pHは6.0とした。
4 検液調製注:試料とした食品は大阪市内の市場で
購入した。殿分解による検波は 1N硫駿.1200C. 0.5 h 
加圧分解9)して調製した。アルカリ分解κよる検液はA
oACttIO)1こより ./比酸化カノレシウムとともに1200CI 
2 h加ぽ分解して調製した。
5 微生物定量操作:J函常微L主物定B法の傑作は葉酸
について行なった既報1)のものとほぼ仏lじである。伺し
標準に用いたニコチン酸保存液はIOmg/505杉エタノー ノレ
100ml10)とし，標準系列の試験管にはこれを水で薄めて
1本当り10-200ngになる織に加え，さらに水と 2倍濃
度基礎tfjJ1t2.5mlを加えて令母を5mlとした。
紋終的にきめた迅速法の操作は，前報ηの葉酸につい
でTTCを刷いないでーする迅速法の操作とほぼ同じで，図-
1に示す。中間陪益借地は2倍波度基礎士宮地25mlIC，活
性炭処I唱をしたベブ トン水。0.5mlと，ニコチン酸保存
液を水で希釈して l.ug/mlとしたもの3mlと水21.5mlを
合せ，綿絵っき100mlの7 イヤーフラスコにとるか，ま
たは乙れを5mlづっ12xIO.5mmの小試験管に分注， アル
ミニウムキャ yプをして高正滅菌した。中間応接がフラ
スコ<UJ与は前tg.:Q菌仏;を図ー 1，ζ示した通り1:101<:薄めて，
また中間培養が試験管の1寺は1:1001<:してそれぞれ 1i惰
後極した。約16h中間活愛した後遠沈，洗携して菌体を
集め，その中間続地母の8倍の2倍濃度基礎借地に懸濁
した。 乙の2.5mlと標準液もしくは検液2.5mlを試験管
にとり .370C. 3-4h培養.Spectronic 20(島津製作
所)で.波長600nmで透光率を求めた。本指養の試験管当
りのニコチン酸量は通常法の場合と同じにした。なお中
間培長終了後は無菌的録作の必要がないことは葉酸の場
合と同じである。また検液の着色が強<，その色の影響
か避けられない時は透光率の代りにコロナ溺度31.UT-I
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Inoculum Nicotinic acid 3 mcg/50 ml 
3TC. 16 -21 h of basal medium supplemented 
↓ with 0.1必州ypeptone(pH 6.0) 
Centrifuge. Wash 120C. 5 min 
Suspend +in ster ile I 
一 Idrop-一→1saline (1: 10) --'-r 1 
Standard 
nicotinic acid 
or 
Sample solut ion 
l 
2.5ml 
Intermediate cul ture 
37C. 16 h 
( St?:a~~~)~:_~.~_ays 、in ref r igera tor / 
↓ 
Centrifuge了sh
Suspend in 400 ml of double 
strength basal medium 
↓ 
2.5 ml 
37"C. 3 -4 h 
↓ 
Turbidimetry 
図ー 1Procedureofrapid microbioassay for 
niacin with L. plαntarum 
により濁度を測定した。
6 測定結果の分散分析とナイアシン湯度の計算:前
報のと同様IL透光率又は濁度をy.試験管当りのニコチ
ン酸量 (ng)又は検波盆 (m])をxとした時の
y=a+blogx 
のa，bを段小二乗法によって求め，分散分析によって
bの有意性を確めた後，回帰の直線性と ，標準と検波の
bの一致性(平行性)が5%レベルて-否定されない乙と
を検定し，両者の共通の回帰係数bと，標準及び検波の
切片as， atから，検液 lml当りのナイアシン濃度を
antilog ( (at-as) /b) 
の式から求めた。
実験結果
1 前培養及び中間培養菌体中ナイアシン含量
葉駿の迅速微生物定量法を検討した際~ Jtohらのア
物
表-1 Niacin content in the bacterial cells 
学
1.2)13) 
ミノ酸迅速微生物定盆法 K従って前渚養培地を用いて
中間母餐すると，菌体中葉酸含量が高くて盲験値が上り，
迅速法でのilJ.IJ定か不可能であった。今回も中間培養IC首Ij
培養沼地を試みたが，やはり盲験値が高くて測定できな
かったので，前培養及び中間結養培地で本菌をそれぞれ
18h培養し，それらの菌体を集め， 生理食極水で洗滋後，
酸分解して通常の微生物定霊法で菌体中ナイアシン含:!il
をiJlIJ定した。その結果を表ー1R.示す。沼地50ml中の乙
れらの歯体を400mlの2倍濃度基礎培地に懸濁し，その
2.5mlを試験管κ分注した栂合，試験管 1:本当りのナイ
アシン盆は，前培養t音地を用いた湯合307.5ng，中間tei
養居地て・は13.4ngとなる。前者ではそれだけで定量範関
の上限と考えられる200ngを越えていて定量不可能であ
るが，後者では標準系列の長少のニコチン酸量とほぼ等
しく，十分測定できる乙とがわかった。
2 中間借養のニコチン酸進度と縫養時間
中間培養の条件で.培1l時聞を8-27 hとかえ.濁度
を損IJって生長曲線をかいた結果，対数朋は18h以上続く
ζとがわかったので，15， 17及び20h中間培養した萄体
を用いて本培養をし，線準曲線を比較した。その結果15
h中間培養からのものは，本培養開始時の菌体が少ない
乙ともあって盲験値は幾分低かったが，17 hからのもの
と20hからのものでは大差なかった。また標準曲線の傾
斜は3者とも殆んど迷わなかったので.中間培養時聞は
葉酸の湯合ηと閉じく約16hとした。
中間培養培地中のニコチン酸量を崎地50ml当り1-5
μgとかえて実験し.本!，H撃の標準曲線を比較した結果，
図-21ζ示す様iζ，50ml当りニコチン酸3μgのものが最ー
も広い範聞に渡って綴惣曲線の傾斜が大きかった。
3 接種菌量とtき餐温度
中間I音養菌体をその中間i培養培地の4，6， 8及び10倍
鼠の21音濃度基健培地に懸濁し， それぞれについて標準
曲線を作り，比較した。 ζの場合菌体は標準ニコチン酸
液で更に2倍』ζ薄められるので，接種菌:tlI:はそれぞれ1: 
8， 1 : 12， 1 : 16及び1: 20となる。 ζれらの菌体から
の傑準曲線を図-3に示すが，1 : 16と1: 20のものの傾
斜は大差なく， 1 : 12以上の濃い後積蘭虫の場合の傾斜
Cul ture medium 
Basal medium 
(Niacin 60 ng/ml) 
Incubation time O.D. Niacin content in the cells 
18 h 0.84 43.2 ng/cells/ml of brolh 
1no叩 lummedium 18 h 1.29 984 ng/cells/ml of broth 
( 2) 
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はやや弱かった。
なお中間及び本t市長の鼠l.l.tを30，37及び400Cとして比
eましたが， 300Cでのや長が最も弱く ，370Cの生長が段も
大であった。
4 基礎t音地成分
以縫t宮地iζペプトンを添加した場合の効果をみるため
に . 沼地中のへプ トン曲支が0一0.1 5~杉となる級に活性炭
処即1 0~ちベプ トン水を丞鍵培地κ加え ， 中間及び本培症
をした。その結栄ゐ:t音益の借地IL加えると盲験が高くな
るだけで特1<:効果がなかったが，中間培~!;音地tζ加える
と線呼tlIJ線の傾斜が大きくなる傾向が見られた。それで
'IJjtl]!首長litt!lにのみベプ 卜ン濃度が0，0.05， 0.10及び
0.15%になる織に加えて実験し，それらの標準rl線を比
較した。その結*は図-4 1I::示すが.0.1%ベフトン，
すはわち50mlのq.[fiJ:氏後で.10~杉ペプ トン水0.5ml添加
したものの傾斜が他のものより幾分大きかった。
次1<:)占礎培地からビタミン86群を除いたものを作り ，
通常のl占礎tE地で中間，本培養したものと比較した。中
!日1.*!~}廷ともビタミンB6群を除くと迅速法での生長が
おくれた。しかし中山jもし くは本経養のいずれかのみ除
いた時は，両}jとも除かなかった場合とほぼ向ーの結決
( 3 ) 
。 100 
Nicotinic acid ng/5ml 
図-3 Effect of inoculum size on the standard curve 
( 1 ) Inoculum size 1: 20 (8acterial cells 
in 50ml of intermediate culture were 
40 
G
£ZJ 
J 
50 s 
図-4
suspended in 500m I ofdouble strength basa J 
medium.);(2) 1:16; (3) 1:12; (4) 1:8 
( 3 ) 
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44)2  
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。20 100 
Nicotinic acid ng/5 ml 
Effect of peptone in the intermed iale 
culture medium on the standard curve (1 ) 
no peplone;( 2 ) 0.05労 peptone;(3)O . I ~彰
peptone; (4 ) 0.15% peptone 
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を得た。しかし中間培養と本培養の培地組成をかえる乙
とは操作が綾維になるので，崎地のビタミン組成はかえ
ないととにした。またLアスコノレビン酸は2倍浪度基礎
培地iζ0.2%まで加えても影響なかった。
L.caseiを用いる葉酸微生物定量法の迅速化カにおい
て.基礎培地の酢酸ソーダ， Tween80を減らすと生長速
度が上昇したので，乙れらの成分をちも， 14に減らして検
討したが，今回はL、ずれも効果がなかった。
pHの影響をみるために中間及び本培養培地のpHを
5ム6ん 6.8とかえ， 9通りの組合せで実験した。中
間，本土音養とも6.0とした時が最も傾斜の大きい標準曲
線を得た。図-51ζ中間，本培養ともに5.2，6.0文は6.8
として得た標準曲線を示す。なおpH6.0と6.4でも比
較したが大差なく， 6.0の方が幾分傾斜が大きかった。
5 中間信養の保存
中間培養終了後，そのまま 50Cの冷蔵庫Ir保存し ，0 
-6日後κ乙れを使って，カツオブシの同一検液につい
てナイアシンを定量し，通常法の債と比較した。回婦は
いずれも危険率0.5%で有意であり，平行性も否定され
物 学
% 
30 
。
( 1 ) 
20 100 
Nicotinic acid ng/5 ml 
図-5 Effect of pH of the basal medium on the 
standard curve ( 1 ) pH 5.2 (2) pH 6.0 
(3) pH 6.8 
表 2 Storage test of intermediate cul ture in refrigerator 
Storage period (days) 
Convent ional 。
Regression -b 19.0 
Estimated niacin activity 
of katsuobushi * mg/lOOg 32.4 
*Dried bonito 
なかった。乙れらの共通の副帰係数-bと測定備を表-2
に示す。乙れから6日間保存しても回帰係数は殆んど変
らず，測定値も通常法の値と約11%の迷いで，第1日目
の結果と大差なく，十分測定できる乙とを認めた。なお
中間培養終了後遠沈，洗撤した菌体を同様に保存した時
はその活性が低下した。
6 TTCの影響
前報ηでTTCを本培養の始め，もしくは途中lζ添加す
ると有効であったので，本法でのその効果を検討した。
しかし本菌の場合TTCによる着色はわずかで，むしろ生
長限害が認められたので， TTCの適用についてのそれ以
上の検討を中止した。
7 ニコチン酸誘導体の影響
本菌Ir対する各種ニコチン骨量誘導体のナイアシン活性
を調べて，ニコチンアミド， NAD等はニコチン酸と等し
く，ニコチヌノレ酸は20%程度の活性があり， トリコ'ネリ
( 4 ) 
6 
20.1 18.9 49.3 
32.0 34.7 31.3 
ン， NI_メチルニコチ ンアミド等は5%以下の活性しか
ないとKertcherら14)は報告している。そこで本迅速法
で3-6h培ー 養し，通常法とともKζれら誘導体の利用
の程度を比較した。 3-6hの培養時間の差でその傾向
に差がみられなかったので， 4 h 培養と通常法の結果を
図-61ζ示す。通常法と迅速法でもほぼ同じ傾向を示し，
ニコチンアミド， NADはニコチン酸と等しく，ニコチ
ヌノレ酸は40~ぢ程度の活性を示し ， トリゴネリン， NI_メ
チルニコチンアミドは殆んど活性がなかった。
次tζナイアシン措抗体として知られるFピコリン15)の
影響を出率法と通常法で調べた。結果は図ー7Ir示すが，
通常法，迅速法ともにFピコリンはニコチン酸の1，000
倍蛍加えて始めて本菌の増舶をわずかに阻害した。
8 本箔養時間
迅速法の本培養時間を3，4及び5hとし，通常法とと
もに白米の同一検液についてナイアシンを定量した。結
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(1)， (2)・conventional;(3). (4): rapid 
(1)，(3)・nicotinicacid 20 ng/5 rn 1; 
(2)，(4)・nicotinicacid 40 ng/5 ml 
果は表-3 IC.示すが ， 回帰係数 b は全て危険率0.5 ~ぢで
有怠であり，司王行性も否定されなかった。回帰係数はJ:g
長時間が延びる樗，通常法のそれrc.近ずくが，測定値κ
ついては乙の綴な傾向はなかった。
次iζ数種食品試料の同一検液について.通常法と培養3.
5-5hの迅速法で定量し，その結果を比較した。穀矧と
大豆はアノレカリ分解』とより，その他は俊分解で検液を調製
した。結果は表-41乙示す。測定値は2-3回の平均航で
あるが.1-2の例外を除き ，通常法との差は10%以内
であった。 ζの場合も各迅速法の値と通常法の健との差
と，迅速法の培養時間との聞に一定の関係はなかった。
9 アルカリ分解値と酸分解値との比較
数種食品についてアルカリ分解と酸分解で検液を調製
し，迅速法は培養を4hK固定して通常法の結果と比較
した。各方法とも4-6回測定したが，その平均値と標準
偏差を表一51C.示す。乙の表から殺頬では酸分解値がアノレ
カリ分解値より明らか』乙イ邸、乙とがわかったので，.ζれら
の値について t検定した結果を表-61ζ示す。乙の表か
らアJレカリ分解備は通常法と迅速法とでいずれも有意差ー
がなかったが，酸分解では穀類の通常法の僚が有意に高
( 5 ) 
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かった。一方アルカリ分解と酸分解を比較すると，穀類
では常fl:前者の値が高かったが，迅速法について比較し
た方がt値は大きかった。なお牛肉ではどの比較でも有
意差はなかった。
表-3 Effect of incubation time on the analysis of variance 
Incubation time h 3 4 5 Conventional 
Regression (-b) 
Standard 14.9 26.8 33.9 50.1 
Test 13.4 23.9 32.7 52.4 
Analysis of variance 
Regress ion ( V，同g/VE)
(f 1=1; f2=4) Standard 1298* 2120* 2524* 1310ネ
Test 6ω' 1595* 4074* 337本
Parallel ism 
(f 1=1; f2=12) 2.905 4.4ω 0.320 0.828 
Est imated niac in 
activity of rice 
mg/ 100 g 1.03 1.08 0.88 1.09 
*p< 0.005 
表 -4 Comparative assay for food niacin by conventional and rapid methods 
(Niacin mg /100 g) 
Assay Conven t i ona 1 Rapid 
Incubation time h 21 3.5 4.0 4.5 5.0 
Wheat flour 0.70 0.67 0.78 0.70 0.69 
Corn 0.93 0.98 0.92 0.96 1.11 
Soybeans 1.00 0.93 0.96 1.04 1.00 
Carrot 0.40 0.38 0.41 0.38 0.39 
Cabbage 0.20 0.20 0.20 0.21 0.20 
Dried shiitake本 14.4 13.7 14.8 14.5 
Pork 2.87 2.81 2.70 
* Lentinus edodes 
表 -5 Comparative assay for niacin in alkaline and acid hydrolyzates of some foods 
(N iacin mg /100 g) 
Assay Conventional Rapid (4 h) 
Hydrolysis Alkal ine Acid Alkal ine Acid 
Rice bran 54.5土9.0 43.0土3.5 62.0土2.8 36.8 :! 1.5 
Oatmeal 1.05土0.07 0.78土0.05 1.11土0.08 0.69土0.08
Corn 1.86土0.1 1.33土0.12 1.82土0.10 0.99士0.05
Beef 5.90土0.10 6.05土0.19 6.03土0.20 6.12土0.13
(6) 
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表-6 t-Test for the comparative assay data 
Comparison Alkaline and acid hydrolysises Convent ional and rapid assays 
Method Convent iona 1 assay Rapid assay Alkal ine hydrolysis Acid hydrolysis 
d.f. Pく d t p< d f Pく d f p< 
Rice bran 8 2.4ω 5.0% 7 15.998 O.H杉 9 -1.785 ns 6 3.311 2.5% 
Oatmeal 10 7.878 0.1 9 8.696 
Corn 10 8.295 0.1 10 17.434 
Beef 8 -1.732 ns 9 -0.848 
ns: not significant 
考察
本磁はビタミンB6を必らずしも必要としないか~6)L の
実験の結果から短時間で十分地殖させるためには，この
ビタミンもあったJjがよいと!忍われる。
中間t:}養は培後終了後，イ民組家におくだけで少なくと
も6日聞はその活性の低ドなく保存できる乙とがわかっ
た。それで例えは本眼目lζ1而tg:jiを始め，金曜日に 1週
間分の巾間培養をすれば，上曜日の朝fOg:養か終り，そ
の日の測定にはその lつを使い，他は低温室』ζ保存して
おけば，次週の月一金曜日に順次使う乙とができる。 ζ
の場合本t~設は無関的操作の必要がないので ， i音li:時rm
が短縮できるだけでなく ，操作も簡単である。
表3，4の結巣をみれば，1:;1盛時間は必らずしも 4h以
上lζしなくても.3-3.5 hで十分測定uJ能なことがわか
る。伺し3h 信徒では回帰1'(線の傾斜か緩いので，機械
計算f(よらず， グラフから計算する取合はやや不Æ~Tfに
なる乙とは避けられない。 L.cαSれによる葉酸定Bの場
合， 3 hl音養ではバラツキのため，回帰が有意にならな
いことがあり，機械計算でも定なできないζとがあった
のと較べ，本法の測定値は安定していた。
今色J~みたニコチン酸誘軍事体長びfCj3ピコリンは全て
i函常法の条件と込.ils法の条件で，ほぼ同じニコチン酸活
性を示したので， ζれらが混在する試料でも，迅速法の
結果はiu常法の結果と一致する乙とになる。ただニコチ
ヌノレ酸についてはKertcherら14)は二酸化炭素生成訟で
はニコチン験の約5%，濁度法では約20%，またJohnson
17)は滴定法でニコチン酸と同ーの活性があるζとをそれ
ぞれ報告しており，乙のものは他の誘導体と異なり.実
験条件のAfとよりかなり変動するものと恩われる。しか
し乙れは尿なと特殊なものを除いてや体lζ広く分布する
ものではなL、。
表5，6の結果から，アルカリ分解試料と酸分解試料
では，牛肉については全て閉じ結果を得たが，穀実(jでは
0.1 
0.1 
ns 
(7) 
9 -1.418 ns 10 2.430 5.0 
10 0.657 ns 10 6.672 0.1 
9 一1.368 ns 8 -0.753 ns 
常IL前名ー の方か古い値を得た。また通常法と迅.ils法の比
較では，アルカリ分解試料ではし、すれも差はなかったが，
酸分解持ヰの湯合は牛肉を除き，穀煩では全てi通常法怖
が高かった。乙れは穀獄中にある結合型ナイアシン18)が
そのままではヒトのほか本菌にも殆んど利用されないが，
アノレカリ分解により利用されうる様になり ，また酸分解
液中にある結合相ナイアシンは迅速法では利用されがた
いが，l並常法では18h以t1iil中にその一部が何らかの
方法で利用される乙とによると推定される。すなわち低
う汗の読導体は迅速法と通常法で同じ態度を示すが.高
分イ のー結台型ナイアシンは態度を乙とにするので，乙の
点、については!1!に検討中で}jl]fζ報告のF定である。
要約
L. plantαrumを用いるナイアシン微生物定量法の応益
時間を短縮するために，がjt1;jiと本精養の聞にナイアシ
ン濃度を制限したt~地で中間待養を行ない，その対数期
の薗を大1立接積する方法を}高礎として検討し，以下の結
果をねた。
l 必礎培地の組成は通常法のそれを変更する必要を
認めなかったが.pHは6.8よりも6，0の方がよかった。
2 rjl間培1S;t!j地は基礎tfT地fO?it']:炭処理ベフ卜ン
0.1%とニコチン齢Ong/mlを加え，滅菌後常法.iillり前培
養菌をt華麗し， 37.C.約J6h培養，菌体を0.9ゐ食砲水で
洗地主し，中間培.ft借地の8俗世の2倍濃度基礎局地に均
一iζ懸濁し，その2.5mlと模様文は検液2.5mlを試験管
κ分注し.3アt.3-4h本t，!i養後比濁する乙とにより ，
i必72・法と変らない精度で定庇できた。
3 中間培養は，おき養終f後6日聞は冷蔵郎で保存で
きTこ。
4 '1'1'α立本;凶の地鑓を間'Sし，またTriphenylforma-
zanの少J或も少なかった。
5 ニコチン駿誘導体のうち，ニコチンアミドとNAD
はニコチン酸と等モノレで・閉じ活性を，ニコチヌノレ酸は約
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40~ぢの活性を示し， NLメチノレニコチンアミドとトリコ'ネ
リンはナイアシン活性が殆んどなかった。また乙れらの
誘導体のニコチン重量』ζ対する活性比は通常法，培益3-6
hの迅速法を通じてほほ一定であった。又βピコリンは
ニコチン酸の1，000倍量加えると本菌の生長を阻害したが、
乙の比も迅速法と通常'法で差がなかった。
6 平行線定量法にもとずく綴械~tUIζより定iil偵を
求める時は.迅速法のt音養時聞は3hでも可能であった
が.グラフから求める時は3hでは傾斜がゆるいために
誤差か大となり ，4 h培養が必要であった。
7 毅物を試料とした場合，アルカリ分解した}jが酸
分解したものより，通常法，迅速法ともに有意lζ高いナ
イアシン値を得た。一方アルカリ分解した場合は通常法
と迅速法で滅l陀値が変らなかったが，酸分解した明合に
は通常法の方カ靖意tζ高いブイアシン値を得た。しかし
牛肉を試料とした場合には，どの方法による値の問』とも
有意差はなかった。
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Summary 
Shortening of the incubation period in niacin microbioassay by heavy inoculation of exponentiatly growing Lacto-
bacil/us plantarum is described. Basal medium is adjusted 10 pH 6.0 instead of ordinary 6.8. An intermediate culture is 
introduced between inoculum and assay cultures for heavy inoculation. Itis incubated for 16 h at 3rC in 50 ml of the 
basa1 medium containing 3 mcg of nicotinic acid and 50 mg of vitamin free peptone， and is storable for 6 days in refrige-
rator. Centruuged and washed cels of the intermediate culture are suspended into 400 ml of the double strength basal 
medium. Two and a half ml of the suspension and 2.5 ml of standard nicotinic acid or test solution are distributed into 
test tubes. After 3 -4 h incubation of these tubes at 370C， transmittance of the culture is measured. Niacin content of 
sample is calculated by parallelline assay using pocket computer. 
The bacteria responded equally to nicotinic acid， nicゅtinamideand NAD， but 40% of nicotinic acid to nicotinuric 
acid for conventiona1 and rapid assay conditions， while no responce was observed for trigonelline and N人methylnico-
tinamide_ Niacin activity of alkaline hydrolyzatc of cereals is higher significantly than that of the acid hydrolyzate. The 
activity of acid hydrolyzate of cereals by the conventional method is higher significantly than that by the rapid method; 
but in the case of the alkaline hydrolyzate， these activities were not different significant1y. For hydrolyzates of beef， 
however， there was not significant difference in niacin activity between any two of these hydrolyzates 
( 8 ) 
